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RESUMEN 
 
 
Acacia mangium es una especie perteneciente a la familia Fabaceae caracterizada 
por su adaptabilidad a suelos ácidos, resistencia a sequías, rápido crecimiento y 
alta productividad forrajera, apta para programas silvopastoriles, reforestación e 
ideal para recuperar suelos áridos degradados, además presenta asociación 
simbiótica con Rhizobium y hongos micorrízicos vesículo-arbusculares.  
 
En este estudio, enmarcado dentro del macroproyecto, “MULTIPLICACIÓN 
CLONAL MASIVA y  MICORRIZACIÓN in vitro y ex vitro DE Acacia mangium 
Willd., COMO ESTRATEGIA PARA LA RECUPERACIÓN DE SUELOS 
DEPRIMIDOS EN LA ZONA DEL DISTRITO DE RIEGO TRIANGULO DEL 
TOLIMA”, se  propuso establecer un protocolo para la multiplicación clonal masiva 
in vitro de árboles plus de la especie.  
 
Inicialmente se seleccionó el árbol plus y se evaluaron tratamientos de 
desinfección de los explantes semilla, hoja, segmento nodal y yema con la 
aplicación de NaClO a diferentes concentraciones y tiempos de exposición. Se 
evaluó la respuesta organogénica de los explantes cultivados en medio MS y MS 
suplementado con 6-Bencilaminopurina, Kinetina a concentración de 0.10, 0.50 y 
2.0 mg/L-1; ácido 3 indolacético, ácido naftalenacético a 0.10, 0.25, 0.50, 1.0 y 2.0 
mg/ L-1 y sus respectivas combinaciones a concentración 1.50:0.50 mg/ L-1.  
 
Se encontró que el NaClO al 3% durante 15 minutos, controló la contaminación en 
un 90% en el explante semilla. La combinación de citoquininas-auxinas BAP+AIA 
(1.5:0.5 mg/L-1) fue más efectiva en la proliferación de los brotes, generando de 3-6 
brotes en un 70% de los explantes, el medio suplementado con AIA (0.5 mg/L-1) fue 
el más efectivo en la generación de raíz.  
 
Palabras clave: Acacia mangium, in vitro, árbol plus. 
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ABSTRACT 
 
 
Acacia mangium is a species belonging to the family Fabaceae characterized by its 
adaptability to acid soils, drought resistance, rapid growth and high forage 
productivity, suitable for silvopastoral, reforestation and ideal for restoring degraded 
arid soils programs, also has symbiotic association with Rhizobium and vesicular- 
arbuscular mycorrhizal fungi . 
 
In this study, framed within the larger project, “MULTIPLICACIÓN CLONAL 
MASIVA y  MICORRIZACIÓN in vitro y ex vitro DE Acacia mangium Willd., COMO 
ESTRATEGIA PARA LA RECUPERACIÓN DE SUELOS DEPRIMIDOS EN LA 
ZONA DEL DISTRITO DE RIEGO TRIANGULO DEL TOLIMA”, intended to 
establish a protocol for clonal multiplication  in vitro of plus trees of the species. 
 
Initially the tree was selected and treatments plus disinfection of explants seed, 
leaf, bud and nodal segment with the application of NaClO at different 
concentrations and exposure times were evaluated. Was evaluated organogenic 
response  of explants cultured on MS medium and MS supplemented with 6- 
benzylaminopurine, kinetin at concentration of 0.10, 0.50 and 2.0 mg/L-1; 3 
indoleacetic acid, naphthalene acetic acid at 0.10, 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mg/L-1 
and their respective combinations concentration 1.50:0.50 mg / L-1. 
 
It was found that 3% NaClO for 15 min, controlled the 90% contamination in the 
seed explant. The combination of cytokinins, auxins BAP+AIA (1.5:0.5 mg/L-1) was 
more effective in the growth of shoots, sprouts 3-6 generate 70% of the explants , 
the medium supplemented with IBA ( 0.5 mg/L-1) was the most effective in 
generating root. 
 
Keywords: Acacia mangium, in vitro, plus tree. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
El continuo uso de los suelos en la agricultura y ganadería mediante prácticas poco 
sostenibles o apropiadas, aunado a las condiciones edáficas propias de la zona del 
distrito de riego triángulo del Tolima, ha generado empobrecimiento y erosión en los 
suelos de dicha región, ocasionando la reducción en el área de las tierras destinadas 
para el cultivo y  un progresivo proceso de desertificación. 
  
Acacia mangium es una especie arbórea de gran adaptabilidad a suelos ácidos, crece 
rápidamente y contribuye al mejoramiento de los suelos, debido a sus relaciones 
simbióticas con organismos del suelo y al reciclaje de elementos como el fósforo y el 
manganeso (Srivastava, 1993; De la cruz & Yantasath, 1993; Fisher, 1995). Su asocio 
con pasturas establecidas sobre suelos ácidos, puede contribuir al mejoramiento de la 
pastura permitiendo una mayor diversificación y rentabilidad de los suelos, es una 
especie forrajera de gran productividad y presenta tolerancia a condiciones de baja 
precipitación. Según Espitia et al., (2010) es una especie de excelente adaptación y 
crecimiento, además posee características favorables como árbol maderable (Marena, 
2002), esta especie presenta alta demanda en el mercado debido a que provee madera 
de alta calidad y es una de las principales fuentes de pulpa para papel a nivel 
internacional (Espitia et al., 2010). 
 
Ante la ausencia de bancos de germoplasma de árboles plus para realizar programas 
de recuperación de suelos y reforestación, se hace necesario el empleo de técnicas de 
cultivo in vitro (Nanda et al., 2004). Un programa de reforestación con la especie Acacia 
mangium buscaría la recuperación de suelos degradados y mejora de las pasturas para 
ganado en manejo silvopastoril, adicionalmente puede ser un recurso para las 
personas de la región por ser una fuente combustible en  zonas con  escasa vegetación 
y sin servicio de  gas como es el caso de las  predios rurales. 
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Por lo anterior, es necesario adelantar estudios en los que se involucren técnicas 
biotecnológicas que permitan la obtención de materiales mejorados y optimizar 
igualmente las técnicas para la propagación masiva de esta especie, para su posterior 
implementación en la región. El presente estudio permitirá hacer un aporte al 
conocimiento del manejo in vitro de Acacia mangium como estrategia para mejorar las 
condiciones de los suelos degradados del distrito de riego del triángulo del Tolima. 
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1. OBJETIVOS 
 
 
1.1 GENERAL 
 
Establecer un protocolo para la multiplicación clonal masiva in vitro de árboles plus de 
Acacia mangium como estrategia para la recuperación de suelos degradados. 
 
1.2 ESPECÍFICOS 
 
1.2.1 Definir, por sus características fenotípicas, la calidad de árbol plus, para realizar 
su selección como planta madre o donadora de explantes. 
 
1.2.2 Evaluar el proceso de juvenilización de los árboles seleccionados en el 
mejoramiento de la respuesta de los explantes a la inducción in vitro.  
 
1.2.3 Evaluar protocolos para la desinfección de explantes. 
 
1.2.4 Evaluar la respuesta organogénica de los explantes a la adición de algunos 
reguladores de crecimiento vegetal. 
 
1.2.5 Establecer la metodología de rusticación o aclimatización de plántulas de Acacia 
mangium generadas in vitro 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
 
2.1 GENERALIDADES DE Acacia mangium WILLD. 
 
2.1.1 Clasificación taxonómica de Acacia mangium. Familia: Fabaceae, 
Subfamilia:Mimosoideae, Género: Acacia, Especie: Acacia mangium, Jøker (2000). 
 
2.1.2 Distribución y Hábitat. Acacia mangium es nativa de Australia; Indonesia; y 
Papúa, Nueva Guinea, ha sido introducida en Bangladesh, Camerún, Puerto Rico, 
Costa Rica, Hawai, Malasia, Nepal y Filipinas, esta es una de las especies de 
elevaciones bajas, asociada con linderos de bosques húmedos secundarios y con 
suelos ácidos bien drenados (pH 4.5–6.5). El rango de altitud de la especie va desde el 
nivel del mar hasta unos 1800 metros sobre el nivel del mar (CORPOICA, 2013). 
Usualmente, esta especie se encuentra en zonas climáticas de tierras bajas tropicales 
y húmedas las cuales se caracterizan por una estación seca de corta duración y un 
promedio anual de precipitación entre 1500 a 3000 mm (Rodríguez, 2006). En cuanto al 
rango de temperatura estas van de 13 a 21ºC (temperaturas mínimas) y de 25 a 32ºC 
temperaturas máximas (Marena, 2002).             
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2.1.3 Descripción de la especie. Aunque A. mangium se considera como una especie 
siempre verde, esta no crece continuamente a través de todo el año y su crecimiento 
parece retardarse o parar, en respuesta a una combinación de baja precipitación y 
bajas temperaturas. Es un árbol hasta de 30 metros de altura  que puede alcanzar los 
90 centímetros de diámetro a la altura del pecho (DAP). Su fuste es recto y puede estar 
libre de ramas hasta dos terceras parte de su altura total. Algunas veces es acanalado 
en la base, su corteza puede ser grisácea o pardusca, áspera y arrugada. En estado 
adulto presenta filodios que parecen hojas glabras, de tono verde oscuro, son grandes, 
hasta de 25 cm de largo y de 3 a 10 cm de ancho, normalmente con cuatro nervios 
longitudinales principales; pero en plántulas jóvenes las hojas son compuestas 
(Marena, 2002). Las flores tienen una fragancia dulce y suave, son de color blanco o 
crema, agrupadas en espigas de unos 10 cm. de largo, ya sea solitarias o en pares 
ubicadas en la esquina superior de la hoja. Los frutos son vainas delgadas y arrolladas 
irregularmente y las semillas son entre café oscuro a negras, muy brillantes, y 
redondeadas. La maduración de las semillas ocurre de 6 a 7 meses después de la 
floración. 
 
Figura 1. Características morfológicas de A. mangium.  
 
Fuente: Autor 
La Acacia produce una madera dura, con una gravedad específica de 0.65 a 0.69. La 
albura es de color café cremoso y el duramen es de color cenizo-café oscuro 
amarillento, (Francis, 2002) o de color marrón claro con un tinte rosáceo sin presentar 
una diferencia marcada con la albura.  
 21 
 
La madera de la Acacia se puede utilizar en la fabricación de muebles, gabinetes, pisos 
y torneado de piezas. También es utilizada como pulpa, es una de las especies más 
utilizadas para la producción de pulpa a nivel mundial (Ladrach, 2010 citado por Espitia 
et al., 2010) postes para cercas, leña y carbón; al momento de aserrar, tornear, lijar, 
taladrar, cepillar y clavar o en operaciones de maquinado es fácil de trabajar, con 
buenos resultados. 
Dentro de los usos no maderables de la especie se puede incluir la producción de miel, 
adhesivos y como árbol ornamental y de sombra para bordes de carretera y otros usos 
urbanos. También las hojas de este árbol pueden ser usadas como fuente forrajera 
(Francis, 2002). 
Una de las grandes virtudes de la A. mangium es su valor como regeneradora de 
suelos en alto grado de desgaste o erosión, en los que actúa como fijadora de 
nitrógeno y fósforo permitiendo que éstos recuperen su estado natural y sus 
propiedades para que sean aprovechados en diferentes actividades agrícolas. 
 
Frente a otras especies, usadas también como regeneradoras de suelos, la Acacia 
presenta ventajas adicionales como su rápido crecimiento y su fácil adaptación a 
suelos con baja acidez en diversidad de condiciones climáticas.  
 
2.1.4 Antecedentes de la especie en Colombia. Aunque no se conoce a ciencia cierta la 
forma como comenzaron las plantaciones de la especie en Colombia, se sabe que las 
primeras semillas de Acacia fueron traídas hacia el año 1990, por iniciativa del Centro 
Agronómico Forestal de Investigación y Enseñanza (CATIE), con fines ambientales, 
recuperación de suelos degradados (CACERÍ, 2011) al observar los excelentes 
resultados de la especie en Costa Rica. 
 
Si bien de la Acacia se conoce su comportamiento silvicultural y sus cualidades, la 
preferencia comercial que existe sobre otras especies como el Roble, Caoba, o el 
Nogal no permiten que ella se destaque en este campo (Obregón, 2004).  
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De  la especie existen plantaciones a menor escala en los departamentos de Valle del 
Cauca y Santander y plantaciones a nivel industrial, con fines de transformación de la 
madera en productos de alta comercialización, ubicadas en Antioquia y Córdoba 
(Obregón, 2004). 
 
La Acacia es una especie que además de contribuir al mejoramiento del suelo y la 
economía local, puede ser aprovechada por el sector maderero, y a nivel industrial, de 
manera sostenible y constante, sin deteriorar el medio ambiente y con excelente 
resultados. 
 
Por sus características biológicas y su potencial maderable, actualmente hace parte de 
programas de reforestación comercial en Córdoba, Antioquia, llanos orientales y en el 
Magdalena medio (CACERÍ, 2011). 
 
2.2 CULTIVO In vitro 
 
El cultivo de tejidos in vitro vegetal, abarca una serie de técnicas mediante las cuales 
un explante (cualquier parte de la planta) es cultivado en forma aséptica en un medio 
de cultivo de composición determinada que simula el sustrato de la planta y es 
incubado en condiciones de luz, temperatura y humedad relativa controladas (Roca & 
Mroginski, 1991). Esta herramienta permite propagar árboles plus seleccionados por 
sus características fenotípicas como: altura, rectitud de fuste, copa y alto rendimiento 
de madera. Además, esta técnica permite incrementar la tasa de multiplicación que por 
la vía sexual difícilmente se puede alcanzar. Otras de las ventajas, es que puede 
mantener un alto margen de sanidad y estabilidad genética del material propagado por 
esta vía, sin importar las condiciones ambientales y en espacios más reducidos. Lo que 
trae como ventaja que se mantienen en flujo constante de material vegetativo durante 
todo el año, y de esta forma no se entorpecen los programas de reforestación con fines 
comerciales o de protección (Cruz & Ramos, 2007). 
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El cultivo in vitro ofrece una serie de posibilidades y ventajas para la micro propagación 
y conservación de plantas de interés (George, 2008 citado por Alvarenga, 2010). Estas 
técnicas constituyen una valiosa herramienta para el establecimiento de sistemas de 
células en suspensión, con posibilidad de incrementar el rendimiento de los principios 
activos presentes en las plantas y controlar su producción (Verpoorte & Hoopen, 2006). 
La propagación vegetal es un método de reproducción en el cual se ha encontrado 
respuesta para solventar problemas de disminución de las especies (Alfaro, 2004). 
 
Con la aplicación de nuevas técnicas, como el cultivo de tejidos,  es posible obtener un 
incremento acelerado del número de plantas por genotipo, reducir el tiempo de 
multiplicación, aumentar la sanidad del material propagado, multiplicar rápidamente una 
especie o variedad de la cual existen pocos individuos, además, facilitar el transporte 
de material de un país a otro debido a las menores restricciones aduaneras con 
respecto al material in vitro. Además, todo el proceso de multiplicación se lleva a cabo 
en un espacio reducido e independiente de las condiciones ambientales (Alfaro, 2004). 
 
Las ventajas que ofrecen las técnicas de cultivo  in vitro contribuyen enormemente con 
un mayor conocimiento de éstas, incrementos en sus tasas de reproducción, material 
clonado y una selección del material de siembra (Valverde, 2007). 
 
2.2.1 Ventajas  
 Propagación clonal masiva de plantas en corto tiempo. 
 Producción de plantas libre de enfermedades  
 Producción masiva de plantas en espacios reducidos.  
 Producción de plantas haploides a través de anteras o de polen. 
 Producción de híbridos interespecíficos por fertilización  in vitro  
 Rescate de embriones 
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 Facilidad para transportar el material  in vitro de un país a otro con menos 
restricciones aduaneras. 
 
2.2.2 Desventajas 
 Altos costos para el establecimiento del cultivo 
 Pérdida de material por contaminación cuando no se realiza una adecuada 
desinfección. 
 Presencia de procesos fisiológicos como la oxidación, dormancia e 
hiperhidricidad. 
 
2.2.3 Aplicaciones 
2.2.3.1 Corto plazo 
 Obtención de plantas libres de patógenos 
 Propagación clonal 
 Conservación de germoplasma 
 
2.2.3.2 Mediano plazo 
 Producción de plantas haploides 
 Rescate de embriones 
 Variación somaclonal 
 Mutagénesis 
 
2.2.3.3 Largo plazo 
 Hibridación somática 
 Ingeniería genética 
 Metabolitos secundarios 
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 Programas de reforestación 
 
La respuesta obtenida en el cultivo in vitro del explante define su finalidad, respuestas 
como producción de callo y multiplicación de brotes facilitarán la producción en masa 
de dichos explantes. Es importante recalcar el hecho de que el fin último del cultivo in 
vitro es la generación de plantas completas (Roca & Mroginski, 1991). 
 
2.2.4 Aspectos a considerar en el establecimiento del cultivo de tejidos.  
 
2.2.4.1 Explante. Es cualquier parte separada o extraída de la planta, ya sea 
protoplasto, célula, tejido u órgano; por ejemplo: meristemo, segmento nodal, hoja e 
incluso semilla botánica. Al elegir el tipo de explante se ha de tener en cuenta el 
objetivo que persigue la investigación, además de considerar factores como estado de 
conservación de la especie, edad de la planta, posibles enfermedades, disponibilidad, 
manipulación, predisposición a la contaminación, tamaño, época del año y rápida 
respuesta in vitro, para así determinar cuál puede ser el explante más apto (Levitus et 
al., 2004). 
 
2.2.4.2 Planta donadora de explante. El estado fisiológico de la planta donadora del 
explante o planta madre influye directamente en su capacidad morfogenética. Estudios 
afirman que los requerimientos del explante son diferentes cuando los tejidos provienen 
de plantas de edad fisiológica diferente. De igual manera se ha establecido que la edad 
fisiológica del explante influye directamente en la morfogénesis, por lo tanto entre más 
joven y menos diferenciado esté el tejido se obtendrá mayor éxito y mejor respuesta in 
vitro (Valverde et al., 1998). 
 
2.2.4.3 Asepsia. El medio de cultivo proporciona nutrientes fundamentales que lo 
convierten en un ambiente ideal para que se desarrollen hongos, levaduras y bacterias, 
estos organismos pueden deteriorar el medio de cultivo, competir con el explante o 
modificarlo, por lo tanto es muy importante la rigurosidad de la asepsia de los cultivos 
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con el fin de procurar su éxito y evitar gasto o pérdida de material tanto vegetal como 
reactivos. 
 
Es necesario trabajar en ambientes adecuados y limpios, esterilizar los medios de 
cultivo, hacer la debida desinfección de los explantes y realizar el cultivo teniendo 
rigurosidad en la asepsia durante la manipulación y haciendo uso de los protocolos de 
manejo, limpieza y desinfección. 
 
2.2.4.3.1 Agentes desinfectantes. Se requiere efectuar una desinfección superficial del 
explante con la ayuda de compuestos químicos con el propósito de eliminar los 
microorganismos procurando el menor daño posible al tejido. Los principales agentes 
desinfectantes en el cultivo in vitro son: etanol (70-96%), el cual se recomienda utilizar 
durante 20-60 segundos, el NaClO (1-3%) por un período de tiempo de 3-30 minutos, 
dependiendo el tipo de explante. La desinfección se puede realizar con un único agente 
o combinándose, además existen productos como Tween® 80 y Teepol, agentes 
tensoactivos no iónicos que comúnmente son utilizados como detergentes  al iniciar la 
desinfección (Roca & Mroginski, 1991). 
  
Otros desinfectantes empleados son: hipoclorito de calcio (6-12%) y cloruro de 
mercurio (0.1-1.5%), este compuesto ha de utilizarse con un manejo especial, ya que 
es tóxico, por esto es importante contar con la debida protección y manejo, además 
seguir las normas de manejo y desactivación después de su utilización. Cabe aclarar 
que todos estos químicos han de ser retirados del explante mediante enjuagues con 
agua destilada estéril, con el fin de evitar daños al tejido por exposición prolongada. 
Los antibióticos como gentamicina, ampicilina y tetraciclina también son utilizados con 
este fin, generalmente no son adicionados al medio de cultivo, ya que tienen la 
capacidad de alterar la composición del medio; además existen otros agentes 
desinfectantes llamados soluciones biocidas como PPM (Plant Preservative Mixture) y 
G-1 compuesto derivado de los furfurales de la caña de azúcar (Levitus et al., 2004).  
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2.2.4.4 Factores físicos. La incubación de los cultivos ha de estar bajo condiciones 
controladas de luz, temperatura, intensidad lumínica, fotoperiodo, asepsia y humedad 
relativa, de los cuales depende en gran medida el éxito de los cultivos. En general la 
temperatura de incubación oscila entre los 24 y 28 ºC, la luz generalmente es provista 
por lámparas fluorescentes con irradiancia entre 200 µmol.m-1.s-1, el fotoperiodo 
generalmente es de 16/8 horas luz/oscuridad, la humedad relativa oscila entre 80-90%. 
 
2.2.5 Medios de cultivo. El medio de cultivo es el sustrato que se utiliza en el cultivo in 
vitro para que la planta se desarrolle, dicho sustrato imita las condiciones del suelo en 
el ambiente natural, por lo tanto se compone de sales inorgánicas: macro y micro 
nutrientes, carbohidratos, vitaminas, aminoácidos y agua; además es adicionado con 
sustancias gelificantes que le dan la consistencia al medio, reguladores de crecimiento 
vegetal y en ocasiones con otras sustancias (Murashige & Skoog, 1962). 
 
De acuerdo al tipo de explante, especie y objetivo perseguido, es necesario seleccionar 
un medio de cultivo adecuado. Existen en el mercado gran cantidad de medios de 
cultivo cada uno con componentes y cantidades diferentes por lo que se debe hacer un 
ensayo para determinar cuál es el que se ajusta a los requerimientos de la especie. 
 
2.2.5.1 Macronutrientes. Son nutrimentos minerales requeridos en concentraciones de 
0.5 mg/L en adelante. Los macronutrientes indispensables en el medio de cultivo son: 
Carbono, Hidrógeno, Oxígeno, Nitrógeno, Fósforo, Azufre, Potasio, Calcio y Magnesio, 
éstos tres últimos intervienen en la conservación de equilibrios iónicos de la planta, sus 
efectos son múltiples y son absorbidos en forma iónica. Estos elementos hacen parte 
fundamental de proteínas y ácidos nucleicos, que componen la célula vegetal y a su 
vez el tejido. 
 
2.2.5.2 Micronutrientes. Son moléculas esenciales normalmente requeridas en 
concentraciones menores a 0.5 mg/L. Estos compuestos son usados en 
concentraciones de µmoles/L. Los microelementos u oligoelementos juegan un papel 
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importante en los mecanismos enzimáticos actuando como cofactores, activadores o 
constituyentes de las coenzimas. Los principales microelementos son el Boro, Zinc, 
Manganeso, Cobre, Molibdeno, Hierro y Cloro, además se ha recomendado añadir 
níquel al medio de cultivo (Roca & Mroginski, 1991). 
 
2.2.5.3 Fuente de Carbono. Es necesario adicionar al medio de cultivo una fuente de 
carbono para la planta, ya que en este caso las plantas cultivadas son heterótrofas, la 
fuente más utilizada es la sacarosa adicionada del 2-3%, este componente puede ser 
sustituído por glucosa, fructosa en menor proporción o por maltosa y galactosa, aunque 
estas son menos efectivas. La adición de mioinositol (100g/L) consigue mejores 
resultado en el cultivo. 
 
2.2.5.4 Vitaminas. Favorecen y estimulan los procesos de crecimiento. La más 
importante es la tiamina. Otras vitaminas utilizadas son: Niacina, Piridoxina, myo-
inositol, inositol que ayuda a la proliferación del tejido y en la activación de la 
organogénesis. El ácido ascórbico se considera benéfico en algunos casos, debido 
probablemente a su capacidad para actuar como agente reductor y para retrasar la 
formación de sustancias similares a la melanina, que inhiben el crecimiento y no debido 
a su papel como vitamina. 
 
2.2.5.5 El pH. Es el factor que permite que los nutrientes que contiene el medio de 
cultivo sean asimilables por la planta, al igual que ocurre en el suelo, por lo que se 
debe ajustar a los requerimientos de la especie en estudio, el ajuste del pH 
generalmente se hace a 5.5, 5.8 o 6.3 (Roca & Mroginski, 1991). 
 
Se creía que los cultivos de tejidos en las plantas pueden sobrevivir en rangos de pH 
amplios, sin embargo se ha encontrado que es conveniente que el medio de cultivo 
tenga un pH levemente ácido, por ejemplo, resultados exitosos se encontraron en 
cultivos de zanahoria ajustando el pH en 6.25 (Roca & Mroginski, 1991). 
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2.2.5.6 Agentes gelificantes. La efectividad del cultivo depende de ingredientes básicos 
y del agente gelificante. El desarrollo del cultivo de tejidos vegetales in vitro ha estado 
ligado al uso de agar en los medios sólidos y semisólidos. El tipo, marca comercial y 
concentración del agar afecta el cultivo. La concentración más empleada varía entre 
0.3 al 1%. Los agentes comerciales más usados son Agargel, Phytagel, Gelrite y agar 
bacteriológico. 
 
2.2.5.7 Agua. Debe utilizarse desionizada preferiblemente, o en su defecto, destilada. 
Esto con el fin de evitar la acción de iones o sustancias disueltas en el agua sobre los 
cultivos in vitro. El agua para los cultivos no debe almacenarse en materiales de 
polietileno debido al desprendimiento de sustancias tóxicas en este, tampoco es 
recomendable mantenerla almacenada durante mucho tiempo debido al riesgo que 
existe de que presente contaminación fúngica y bacteriana que puede afectar el cultivo. 
 
2.2.5.8 Otros componentes. A los medios de cultivo les son adicionadas otras 
sustancias que actúan como agentes antioxidantes tales como el carbón activado  
(0.1% a 5 %), ácido ascórbico, L cisteína, y PVP (polivinilpirrolidona) pueden ser de 
utilidad para el cultivo de explantes con alto contenido de polifenoles, cuya oxidación 
produce oscurecimiento y eventual muerte de los explantes. En estos casos también es 
útil usar las soluciones antioxidantes durante la preparación del explante, como 
también incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz. También se 
suele acortar el intervalo de tiempo entre subcultivos, como un medio para disminuir los 
efectos nocivos de la oxidación de polifenoles (Roca & Mroginski, 1991). 
  
2.2.6 Reguladores de crecimiento vegetal. Algunos tejidos crecen únicamente con el 
suministro de reguladores de crecimiento vegetal, estos son adicionados en forma de 
endospermos líquidos como el agua de coco o en forma de compuestos químicos que 
vienen en forma comercial. El crecimiento vegetal es un proceso dinámico, complejo y 
mediado por reguladores del crecimiento vegetal que controlan procesos fisiológicos en 
células, tejidos y órganos de la planta, estos compuestos son sustancias mensajeras, 
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activas en cantidades mínimas, en las que los lugares de síntesis y acción 
generalmente son distintos, siendo, en algunos casos, activos en el mismo sitio de 
formación, por lo que en general, presentan un área y un espectro de acción muy 
amplio y diverso, pues además pueden influir en múltiples procesos, totalmente 
distintos al mismo tiempo y en partes diferentes de la planta. 
 
2.2.6.1 Auxinas. Las auxinas son sintetizadas por lo general en los ápices caulinares de 
la planta y posteriormente actúan en la región basal basal de la misma, están 
implicadas en varios eventos relacionados con el crecimiento y diferenciación celular. 
Producen agrandamiento y alargamiento celular y promueven la división celular en el 
cultivo de tejidos. Participan en la regulación de algunos procesos que ocurren en los 
tejidos vegetales como el crecimiento celular, la acidificación de la pared celular, el 
inicio de la división celular, la formación de tejidos no diferenciados (tejido calloso), la 
diferenciación de tejido vascular y la formación de órganos (raíces). En las plantas 
completas las auxinas regulan la dominancia apical, afectan la senescencia y la 
abscisión de las hojas y coordinan algunos tropismos (George y Sherrigton, 1984). 
 
El ácido indol acético (AIA), es la única auxina natural y la de mayor utilización (Scott, 
1984 citado por Roca & Mroginski, 1991), dentro de los compuestos sintéticos están el 
ácido indol butírico (AIB), ácido naftalenacético (ANA), frecuentemente utilizados para 
estimular la rizogénesis y ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) efectivo en la inducción 
de callogénesis, todos estos componentes derivados del ácido fenilacético y 
fenoxiacético. 
 
2.2.6.2 Citoquininas. Las citoquininas son sustancias estimuladoras de la división 
celular son derivados de la adenina y son sintetizadas en tejidos jóvenes y raíces. 
Poseen dos propiedades que las hacen muy útiles para el cultivo in vitro de tejidos 
vegetales; estimulan la división celular y modifican la dominancia apical. Las 
citoquininas promueven la brotación de yemas axilares, estimulan la expansión de las 
hojas y retardan la senescencia. Junto con las auxinas, regulan la división celular 
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(George y Sherrigton, 1984). La fulfuril amino purina o Kinetina (KIN) fue la primera en 
aislarse en 1955, la ZEATINA (ZEA) trans -6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purina, 
está presente en forma natural en el endospermo inmaduro del maíz; otras de las 
citoquininas importantes son Bencil amino purina (BAP) y el 2- isopentiladenina (2ip). 
 
3.2.6.3 Giberelinas. Su aislamiento se dio a partir del hongo Gibberella fujikuroi, su 
adición a los medios de cultivo es ocasional a pesar de sus amplios efectos. Son 
productos complejos del metabolismo del hongo y de plantas superiores que 
intervienen en el crecimiento de la planta generando alargamiento celular, por lo que se 
aplica a plantas enanas genéticamente. En el reino vegetal se ha establecido que 
existen aproximadamente 120 diferentes tipos de giberelinas, las cuales se han ido 
numerando según se han ido descubriendo. Entre las giberelinas, la más conocida es 
el ácido 3 giberélico (AG3). Niveles superiores a 1mg/L son tóxicos, por lo que deben 
utilizarse a concentraciones bajas y con cautela, son termolábiles y deben esterilizarse 
por filtración (Roca & Mroginski, 1991). 
 
Las giberelinas al parecer, tienen efectos inhibitorios en la acción auxínica, además 
inhiben la organogénesis y rizogénesis, aunque en asociación con auxinas, en 
condiciones de oscuridad, la estimulan (Schneider & Schmidt. 1990). 
 
2.2.7 Etapas del cultivo in vitro. Murashige (1974, citado por Roca & Mroginski, 1991) 
consideró necesario establecer una secuencia para la multiplicación de plantas in vitro. 
El cultivo in vitro se compone de cuatro etapas principales a las cuales le antecede una 
etapa previa o de preparación del explante para su establecimiento (Levitus et al., 
2004).  
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2.2.7.1 Etapa 0: Preparación de la planta madre. Esta fase inicialmente fue pensada 
con el fin de minimizar los problemas de contaminación que se presentaban 
constantemente en la fase I, inicia en la recolección en campo del material a propagar, 
seguida de su preparación en invernadero, realizando, si se hace necesario, un 
pretratamiento con fungicidas, insecticidas y juvenilización (mediante podas). El estado 
fisiológico y fitosanitario de la planta que dona el explante es de gran influencia en la 
respuesta de los tejidos en el cultivo, de ahí la importancia de esta fase inicial.  
 
2.2.7.2 Etapa I: Establecimiento. En esta fase se intensifica el control de la 
contaminación mediante la aplicación de protocolos de desinfección con agentes 
químicos como NaClO, etanol, Cloruro de mercurio, etc., el objetivo de esta etapa es 
conseguir el establecimiento de un cultivo aséptico y fitosanitariamente saludable con el 
cual se procederá a realizar el proceso de multiplicación in vitro.  
 
Además de la contaminación en esta fase se ha de controlar la oxidación de los 
explantes, ya que algunos presentan producción de compuestos fenólicos, por lo que 
se hace necesario adicionar agentes antioxidantes en los medios de cultivo; otro 
aspecto a tratar es la hiperhidratación de los explantes, para lo cual se debe controlar 
la humedad relativa en la incubación o la concentración de las macrosales en el medio. 
 
2.2.7.3 Etapa II: Fase de Multiplicación. El objetivo de esta fase es mantener y 
multiplicar el número de brotes para los siguientes subcultivos  con el fin de obtener en 
gran número plántulas completas. Esta es la fase más importante de la 
micropropagación ya que en ella se realiza la verdadera multiplicación o 
micropropagación de una especie o variedad definiéndose tanto el número de plantas a 
obtener por su calidad genética. Para llevar a cabo la multiplicación se induce la 
proliferación de brotes, los cuales son separados en condiciones estériles y cultivadas 
nuevamente en medio fresco para inducir nuevos brotes, operación que se repite hasta 
lograr la cantidad de plantas deseadas (George y Sherrigton, 1984).  
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Figura 2. Plántulas en medio de cultivo. 
 
Fuente: Autor 
 
En esta fase la proliferación de brotes axilares se logra generalmente con la adición de 
citoquininas al medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la 
brotación de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas. Uno de los 
posibles efectos de las auxinas en la fase II es anular el efecto depresivo de las altas 
concentraciones de citoquininas sobre la elongación de los brotes axilares y restablecer 
el crecimiento normal de los mismos (George y Sherrigton, 1984).  
 
2.2.7.4  Etapa III. Enraizamiento. El fin de esta etapa es lograr la elongación de los 
brotes y conseguir la rizogénesis en los mismos, ya que en los brotes obtenidos por 
organogénesis directa o indirecta se produce el sistema caulinar en ausencia de un 
sistema radical. Para esto se hace necesaria la inducción de formación raíz mediante la 
aplicación o adición al medio de cultivo de reguladores de crecimiento vegetal  que 
promuevan la formación de raíces tales como las auxinas AIA, ANA, AIB, mencionadas 
anteriormente, es recomendable transferir los brotes a dichos tratamientos durante 3 a 
7 días y posteriormente cultivarlos en un medio básico para permitir el desarrollo 
completo de la raíz, aproximadamente es posible obtener raíz en 20 días posteriores al 
tratamiento de rizogénesis  (Levitus et al., 2004). Este proceso se puede realizar tanto 
in vitro como ex vitro. En algunos casos se recomienda hacerlo ex vitro ya que adelanta 
el proceso de endurecimiento o rusticación. 
 
2.2.7.5 Etapa IV: Aclimatización. Esta etapa es también llamada etapa de transferencia 
al medio ambiente (Roca & Mroginski, 1991), endurecimiento o rusticación; consiste en 
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llevar la planta a su medio natural mediante cambios graduales de las condiciones 
ambientales, ya que el estrés asociado a la evapotranspiración acelerada de la planta y 
la intensidad lumínica recibida, al ser llevada a condiciones normales puede en gran 
medida afectar la tasa de supervivencia del cultivo. Como sabemos la planta in vitro al 
tener los nutrientes necesarios para su crecimiento se torna heterótrofa, 
fisiológicamente el complejo estomático está abierto, por lo que al ser directamente 
llevada al ambiente se deshidrataría, además que en plantas generadas in vitro, la 
cantidad de raíces secundarias en muchos casos es mínima. Por esto es 
imprescindible contar con un invernadero y elementos que permitan llevar a cabo una 
rusticación lenta y progresiva de las plantas para de esta manera asegurar su 
viabilidad. Elementos como sustrato adecuado, bolsas o material de plástico que 
permitan mantener aislada a la planta mientras se adapta al medio natural son de gran 
utilidad. La eficiencia de la aclimatización es trascendental para la propagación. Dicha 
eficiencia está dada por el grado de supervivencia de las plantas durante el tiempo de 
aclimatización (George y Sherrigton, 1984). 
 
2.2.8 Técnicas  del cultivo in vitro. La micropropagación se puede adelantar mediante 
dos técnicas ampliamente reconocida: La organogénesis y la embriogénesis somática, 
ambas pueden ser directas o indirectas dependiendo si previamente se genera la 
producción de callos. En sentido amplio el cultivo de tejidos vegetales in vitro puede 
comprender además un grupo de técnicas heterogéneas y conocimientos, que el 
cultivador de tejidos debe conocer:  
 
2.2.8.1 Organogénesis directa. En la organogénesis indirecta la formación del brote 
adventicio o de la raíz ocurre en este caso en el callo; inicialmente el callo se obtendrá 
a partir de un órgano, tejido u otra parte escindible de la planta (Roca & Escalant, 
1991).   
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2.2.8.2 Organogénesis indirecta. En la organogénesis indirecta la formación del brote 
adventicio o de la raíz ocurre en este caso en el callo; inicialmente el callo se obtendrá 
a partir de un órgano, tejido u otra parte escindible de la planta.  
 
2.2.8.3 Embriogénesis somática. Consiste en la formación de un embrión a partir de 
células somáticas, estas células se reprograman y siguen un proceso de desarrollo 
similar al de un embrión cigótico (Celestino et al., 2005), cumpliéndose el concepto de 
totipotencialidad celular que afirma: cualquier tejido puede dar origen a una planta 
completa, si las condiciones ambientales pueden ser reguladas adecuadamente (Silva 
et al., 2005). El producto de esta técnica es la obtención de un embrión somático 
clonado que presenta estadíos semejantes a los presentados por un embrión producto 
de la fusión de gametas (Cigoto, globular, torpedo, corazón y cotiledonar), esta 
estructura puede crecen y formar una planta completa (Abdelnour & Vincent, 1994).   
 
2.2.8.4 Embriogénesis directa. En este caso los embriones se originan directamente de 
los tejidos sin que haya proliferación de callo en el explante, como ocurre con células 
epidérmicas del hipocótilo en zanahoria silvestre.  
                                 
2.2.8.5 Embriogénesis indirecta. Consiste en la proliferación de callo, acumulación de 
células indiferenciadas que se multiplican aceleradamente y que pueden ser inducidas 
para formar una planta completa, esta formación y el tejido embriogénico están 
asociados con el desarrollo del embrión como ocurre con el tejido foliar del café, con el 
polen del arroz y con otros tejidos de otras gramíneas (Roca & Escalant, 1991). 
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2.2.8.6 Propagación a través del  rescate de embriones in vitro. Esta técnica permite 
obtener plantas adultas a partir de embriones abortados que se produce cuando la 
hibridación interespecífica es inviable debido a problemas surgidos en algunas fases 
del desarrollo embrionario (Benítez, 2005).   Por lo que es necesario “rescatar” los 
embriones y cultivarlos in vitro en un medio que contenga los nutrientes y reguladores 
necesarios para que germine (García, Quintero & López, 1993). 
Esta técnica permite obtener plantas de cruzamientos amplios, es decir entre plantas 
de diferentes especies e incluso de diferentes géneros. Esto amplía enormemente la 
base genética para el fitomejoramiento, en factores como: resistencia a enfermedades 
que se encuentran en especies silvestres (Arias, 1992).  
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4. METODOLOGÍA 
 
 
3. 1 DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE DESINFECCIÓN Y ESTABLECIMIENTO 
in vitro DE EXPLANTES (SEMILLA, HOJA Y SEGMENTO NODAL) DE LA ESPECIE A. 
mangium. 
 
3.1.1 Localización de la especie, selección de árbol plus y plantas madre. Las semillas 
fueron colectadas en el área urbana de la ciudad de Ibagué, sector El Estadio, donde 
actualmente existen ocho árboles de A. mangium de 3 años de edad. Se realizó la 
selección del árbol plus, con base en la expresión fenotípica de caracteres de interés 
(Vallejos et al., 2010) para esto se tuvo en cuenta la altura del árbol, el diámetro a la 
altura del pecho (DAP), fuste recto y libre de ramas hasta dos terceras partes de su 
altura total, el tamaño de las hojas y el buen estado fitosanitario del individuo. Se 
colectaron frutos cerrados y parcialmente abiertos que aún colgaran del árbol, 
posteriormente se procedió a seleccionar la semilla de acuerdo a su estado 
fitosanitario, tamaño y color, además se hizo necesario el desprendimiento del arilo en 
cada semilla, consiguiendo observar la presencia de un coleóptero de la familia 
Bruchidae que ataca la semilla y forma una especie de agujero en la misma. 
 
Las plantas madre fueron traídas de un vivero ubicado en inmediaciones del sector La 
Variante, en la ciudad de Ibagué. Estas fueron regadas cada semana,  tratadas con 
fungicida Benomyl® 3 g/L, podadas y mantenidas en condiciones adecuadas en el 
invernadero del laboratorio. 
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3.1.2 Tratamientos de desinfección de explantes en A. mangium. 
 
3.1.2.1 Semilla. Las semillas seleccionadas se sometieron a diferentes tratamientos de 
desinfección, todos contenían Hipoclorito de sodio (NaClO), como agente 
desinfectante, evaluado a diferentes concentraciones. Tabla 1. Cada tratamiento tuvo 
tres repeticiones y se evaluó con diez unidades experimentales que consistieron en una 
semilla por frasco. 
 
Tabla 1. Tratamientos de desinfección y germinación en semillas de A. mangium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A la semilla, independiente del tratamiento a evaluar, se le aplicó un protocolo de 
desinfección que consistió en un enjuague inicial bajo chorro de agua, durante 10 
minutos para retirar todo tipo de material que estuviera adherido a la misma. 
Posteriormente se realizó el enjuague con Tween 80 (1 gota/100 ml de agua) durante 
10 minutos, seguido por tres enjuagues con agua destilada e inmersión en etanol al 
70%, durante 30 sg. Posteriormente se procedió a hacer la respectiva desinfección con 
NaClO de acuerdo a los tiempos propuestos en agitación constante y por último se 
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.  
 
Tratamiento Escarificación 
(H2O 100°C) 
NaClO 
(%) 
Tiempo 
(min) 
1 - 3 5 
2 - 3 10 
3 - 3 15 
4 - 4 5 
5 - 4 10 
6 - 4 15 
7 - 5.25 5 
8 x 3 5 
9 x 3 10 
10 x 3 15 
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En cabina de flujo laminar se procedió a secar y sembrar un explante por frasco en 
medio de cultivo MS (Murashige & Skoog,1962). Se hizo una comparación de los 
tratamientos incubando las semillas en  condiciones de luz y oscuridad con el fin de 
observar diferencias en cuanto a porcentaje y tiempo de germinación.  
 
3.1.2.2 Hoja. Se seleccionaron hojas jóvenes que presentaban un estado fitosanitario 
saludable de no más de 2.5 cm. En este explante se aplicó el protocolo de desinfección 
que consistió en un lavado inicial con Tween 80 durante diez minutos, seguido por la 
inmersión en NaClO 2.5%, durante 10 minutos bajo cabina de flujo laminar en 
constante agitación y por último tres enjuagues con agua destilada estéril. 
Posteriormente se procedió a seccionar cada hoja en tres partes (apice, medio y base) 
y a ponerla en contacto con el medio de cultivo, colocándose cinco explantes por la haz 
y cinco por el envés. 
 
3.1.2.3 Segmento nodal. Se evaluó la desinfección en tres tipos de segmentos nodales: 
segmento completo, segmento decapitado con una yema  axilar y segmento decapitado 
con dos yemas axilares. La desinfección consistió en un lavado inicial con Tween 80 
durante 10 minutos en agitación, posteriormente se realizó la inmersión en NaClO 2%, 
durante 20 minutos en constante agitación y finalmente se realizaron tres lavados con 
agua destilada estéril para retirar residuos del agente desinfectante. En cabina de flujo 
laminar se realizó la siembra de los segmentos, uno por frasco de cultivo, con  cinco 
unidades experimentales por tratamiento. 
  
3.1.2.4 Yema. Para yema se evaluó la desinfección tanto en yemas axilares como en 
apicales. Para este explante la desinfección consistió en un lavado inicial con Tween 80 
durante 10 minutos, inmersión en NaClO 2%, durante 20 minutos y 3%, durante 10 
minutos en constante agitación, y por último tres enjuagues con agua destilada estéril. 
En cabina de flujo laminar se realizó la siembra de las yemas con 10 unidades 
experimentales por tratamiento.  
 
 40 
 
Figura 3. Explantes evaluados en A. mangium. 
 
 
 
 
 
 
Fuente:Autor 
A)Semilla. B)Hoja. C)Segmento nodal completo, decapitado más dos yemas axilares y decapitado más 
una yema axilar. D)Yema apical. 
 
Todos los explantes evaluados fueron sembrados en medio de cultivo MS básico en la 
etapa de incubación se evaluó el porcentaje y tiempo de germinación (semilla), 
porcentaje de contaminación y oxidación.  
 
Tabla 2. Tratamientos de desinfección en hoja, segmento nodal y yema de A. 
mangium. 
 
 Tratamiento NaClO (%) Tiempo (min)  
 Hoja       
 1-Haz 2.5 10  
 2-Envés  2.5 10   
 Segmento nodal      
 1-Completo 2 20  
 2-Decapitado+1yema axilar 2 20  
 3-Decapitado+2 yema axilar 2 20  
 Yema      
 1-Apical 2 20  
 2-Axilar 2 20  
 3-Apical  3 10  
 4-Axilar 3 10  
 
 
 
C B C D A D 
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3.2 EVALUACIÓN DE REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL 
 
Las plantas germinadas in vitro fueron tomadas como fuente de explante. Se 
seccionaron segmentos nodales de menos de 1 cm de longitud, los cuales fueron 
sembrados en frasco de cultivo tipo Gerber® con 20 ml de medio de cultivo Murashige 
& Skoog (1962), suplementado con 30 gr/L de sacarosa y 8 g/L de agar bacteriológico 
marca Oxoid®, el pH se ajustó a 5,8. Cada tratamiento tuvo diez unidades 
experimentales con 3 repeticiones, los tratamientos evaluados se muestran en la tabla 
3. Las condiciones de incubación de los explantes fueron a una temperatura de 24°C, 
fotoperiodo de 12 horas luz usando lámparas fluorescentes de 1000 lux y humedad 
relativa del 80%.  
 
Se evaluó la respuesta organogénica de los explantes (segmento nodal) a la adición de 
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal: 1- Citoquininas: 6-
Bencilaminopurina (BAP), 6-furfurilaminopurina (KIN); 2- Auxinas: Ácido naftalen 
acético (ANA), Ácido indol acético (AIA) y su combinación. Las observaciones se 
hicieron a los 45 días de incubación, los parámetros evaluados fueron porcentaje de 
brotación, número de brotes por explante, longitud de los brotes, número de hojas por 
explante, porcentaje de enraizamiento, número de raíces por explante, longitud de la 
raíz, oxidación y presencia de callo. 
 
Tabla 3. Tratamientos con reguladores de crecimiento vegetal evaluados en segmentos 
uninodales de A. mangium 
 
Tratamiento R.C.V. Concentración (mg/L-
1) 
1 BAP 0.10 
2   0.50 
3   2.00 
4 KIN 0.10 
5   0.50 
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6   2.00 
7 ANA 0.10 
8   0.25 
9   0.50 
10   1.00 
11   2.00 
12 AIA 0.10 
13   0.25 
14   0.50 
15   1.00 
16   2.00 
17 BAP+ANA 1.50:0.50 
18 BAP+AIA 1.50:0.50 
19 KIN+ANA 1.50:0.50 
20 KIN+AIA 1.50:0.50 
21 Control  ----- 
 
Las plántulas que tuvieron un desarrollo completo fueron tomadas como unidades 
experimentales para la fase de aclimatización. 
 
3.3 FASE DE ACLIMATIZACIÓN O RUSTICACIÓN 
 
Una vez enraizadas, las plántulas fueron sacadas del frasco de cultivo eliminándoles 
cuidadosamente el medio de cultivo al cual estaban adheridas. A cada unidad 
experimental se le registró el número de raíces principales y secundarias, longitud de la 
raíz y longitud total del tallo. Luego las plantas fueron transferidas a cubetas de plástico 
que contenían un sustrato estéril de acuerdo al respectivo tratamiento (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Tratamientos evaluados en la fase de aclimatización. 
 
Tratamiento  Sustrato Relación 
1 Suelo+Cascarilla de arroz 1:1 
2 Suelo+Turba 1:1 
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3 Suelo+Arena 3:1 
  
Cada tratamiento tuvo diez unidades experimentales que fueron tapadas con vaso de 
plástico, los cuales fueron asperjados en forma de nebulización con el fin de mantener 
la humedad relativa constante al interior del vaso. Las plantas fueron rusticadas en 
laboratorio bajo condiciones naturales de luz y temperatura, con humedad relativa del 
70% aproximadamente. 
 
3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el cálculo de medias 
descriptivas (porcentajes, media y error estándar). Se realizaron análisis de varianza 
(ANOVA) para evaluar el efecto de los tratamientos con reguladores de crecimiento 
vegetal. Las diferencias entre las medias de cada tratamiento fueron evaluadas 
mediante la prueba de comparación múltiple de Tuckey con un nivel de significancia de 
p<0.05. El paquete estadístico que se utilizó fue IBM® SPSS® versión 20. 
 
El diseño del trabajo experimental fue un diseño completamente al azar, el modelo 
estadístico asociado al diseño es el siguiente:  
 
         i = 1,2,3,..., t 
                                 j = 1,2,3,..., n 
  
donde: 
: Variable respuesta en la j-ésima repetición del i-ésimo tratamiento 
 =  Media general 
 = Efecto del tratamiento i. 
= Error aleatorio, donde ~  
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Las hipótesis del modelo fueron:  
Ho:  El efecto de los tratamientos es igual en todos los casos. 
Ha: Al menos un efecto de un tratamiento es diferente de los demás. 
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con agua en ebullición (T8-T10), que constituyó una doble desinfección en los 
explantes empleados. Por otra parte, la desinfección hecha con NaClO 5.25% (T7) y 
NaClO 3%-15 min., (T10) con un 10% de contaminación, resultó ser eficiente para 
contrarrestar la contaminación bacteriana presente en semillas de Acacia. El T7  con 
concentraciones altas de hipoclorito de sodio redujo la contaminación en Acacia, pero 
el T10, evidencia que concentraciones medias de hipoclorito a un tiempo de exposición 
prolongado consigue el mismo resultado. Esto ha sido sustentado por Beltrán (2011) 
quien afirma que al reducir la concentración de NaClO y aumentar el tiempo de 
exposición del explante al agente desinfectante, se alcanza un mayor porcentaje de 
sobrevivencia. 
 
La desinfección aplicada al explante en los tratamientos 8 a 10 muestra que fue 
efectiva la aplicación del desinfectante NaClO unido al tratamiento con agua en 
ebullición; se puede inferir que existe un efecto sinérgico entre estos,  y aunque en 
algunos tratamientos se observa contaminación, ésta es muy reducida. Estos 
resultados son altamente efectivos si se comparan con los de Xie & Hong (2001) donde 
se logró reducir la contaminación empleando además del NaClO al 5.25%, HgCl2 0.1 % 
durante seis minutos, por lo tanto el tratamiento 10 comprende un protocolo efectivo 
que se ha de tener en cuenta para futuros estudios de propagación in vitro  de Acacia a 
partir de semilla. La contaminación observada fue especialmente por: Levadura beige 
cremosa de consistencia mucoide, bacteria naranja brillante, y bacteria roja brillante.   
 
Figura 5. Bacterias contaminantes en semilla de A. mangium. 
 
 
 
 
 
Fuente: Autor 
A) Levadura contaminante en semilla. B) Bacteria naranja en segmento nodal. C) Bacteria roja 
contaminante en semilla. 
A 
 
B 
 
C 
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Se realizó la tinción Gram a las bacterias contaminantes de semilla de A. mangium 
encontrándose que una de ellas corresponde a una levadura, en la  cual se observa 
claramente su estructura, presencia de pseudomicelios y blastoconidias o blastosporas, 
característicos de estos microorganismos (ver figura 5 y 6 A). La bacteria naranja 
(Figura 6B) corresponde a un coco Gram negativo y por último la bacteria roja (Figura 
6-C) corresponde a bacilos Gram negativos. 
 
Figura 6. Bacterias contaminantes de semilla de A. mangium en tinción Gram.   
 
Fuente: Autor 
A) Levadura contaminante en segmento nodal. B) Coco Gram negativo en semilla. C) Bacilo Gram 
negativo contaminante en semilla. Observaciones hechas a 100X. 
 
Además de la contaminación bacteriana, una vez germinadas las semillas se presentó 
una contaminación principalmente de tipo fúngico (ver figura 7), indicando 
contaminación endófita del material inicial colectado, lo que está asociado a la 
vegetación y contaminación del ambiente. Hernández et al., 2003 afirma que el material 
generado bajo condiciones controladas facilita el establecimiento de cultivos libres de 
contaminación.     
 
Figura 7. Hongo contaminante en semillas de A. mangium. 
 
Fuente: Autor 
 A 
 
B 
 
C 
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4.1.1.1 Germinación. La semilla de Acacia mangium se caracteriza por ser una semilla 
ortodoxa con testa dura que presenta latencia primaria (SIRE, 2003). La semilla 
ortodoxa es  una semilla que puede ser secada a bajo contenido de humedad y 
almacenada a largo plazo en bajas temperaturas (CORPOICA, 2009). Este tipo de 
semilla se caracteriza por tolerancia a la deshidratación durante su desarrollo y puede 
almacenarse por largos períodos en condiciones particulares (Berjack & Pammenter, 
2004). Como lo afirma SIRE la semilla de Acacia es una semilla dura que requiere 
escarificación o tratamiento pregerminativo, ya sea térmico o químico. Debido a la 
presencia de testa dura y a que presenta latencia primaria se hace necesaria la 
escarificación por un minuto en agua en ebullición (Martin-Laurent et al., 1997; 
Takemori et al., 1999; Godínez & Flores, 1999).  
 
La germinación se presentó únicamente en los tratamientos 8 a 10; la germinación de 
las primeras semillas se observó a los 4 días de la siembra y alcanzó su desarrollo 
completo a los 52 días aproximadamente, tiempo al cual se hizo la disección de la 
planta para obtener segmentos nodales y posteriormente obtener una multiplicación 
masiva mediada por la adición de reguladores de crecimiento vegetal. Con esta 
metodología se obtienen plantas madre in vitro facilitándose el establecimiento de 
cultivos libres de contaminación (Hernández et al., 2003). 
 
Como se observa en la Figura 8 las condiciones de oscuridad favorecen la germinación 
de los embriones de A. mangium, al obtenerse un mejor desarrollo en un lapso de 
tiempo menor, comparado con los explantes incubados en condiciones de luz. Estos 
resultados coinciden con lo reportado por (Funes et al., 2009), donde en cinco especies 
del género Acacia se encontró un mayor porcentaje de germinación en condiciones de 
oscuridad a una temperatura de 20°C. La semillas germinadas in vitro constituyen una 
fuente de explantes asépticos como lo afirma Dhabhai et al., (2010) donde el material 
juvenil fue obtenido a partir de semillas germinadas in vitro. 
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4.1.3 Segmento nodal. El porcentaje de contaminación en los tres tipos de este 
explante supera el 50% de la contaminación, los resultados evidencian que entre mayor 
sea el tamaño o área del explante a sembrar, éste es más susceptible a la 
contaminación, como sucedió en el explante que se sembró completo (T1), el cual  
presentó un 100% de contaminación, comparado con los tratamientos T2 y T3 (Figura 
12). El tratamiento T3 resultó ser el más efectivo para evitar la contaminación en 
segmento nodal al presentar el menor porcentaje de contaminación con un 60%. En los 
explantes afectados se observó contaminación por levadura y hongo panoso blanco y 
gris (Figura 11).  
 
Pedroza (2008) y Beltrán (2011), afirman, que es mayor la probabilidad de presentar 
contaminación en el cultivo al utilizar como explante segmentos nodales, además a 
medida que aumenta el tamaño del explante (segmento nodal) el riesgo de aparición de 
contaminación es mayor por la exposición al ambiente del mismo.  
 
Figura 11. Bacteria contaminante en segmento nodal de Acacia. 
 
Fuente: Autor 
A) Bacteria amarilla brillante de consistencia mucoide, contaminante en segmento nodal de Acacia. B) 
Hongo panoso blanco y gris.  
 
Se evidencia que el establecimiento in vitro de segmento nodal presenta un problema 
serio en cuanto a oxidación debido a la producción de fenoles por parte del tejido, se 
observa que el hecho de realizar cortes apicales o axilares en el segmento nodal 
aumenta el porcentaje de oxidación en el tejido, esto se evidencia en el ensayo, ya que 
el segmento nodal decapitado con dos yemas axilares fue el que presentó un mayor 
A 
 
B 
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Figura 14. Contaminación fúngica en  yema apical de árboles juveniles de Acacia 
mangium. 
 
Fuente: Autor 
 
A causa de la alta contaminación y muerte encontrada en yema se descartó la 
posibilidad de utilizar este explante en los ensayos con reguladores de crecimiento 
vegetal. 
 
Debido a que tanto segmentos nodales, hoja y yema no obtuvieron los resultados 
esperados se descartan como explantes para la evaluación de reguladores de 
crecimiento vegetal. Por tanto, se propone trabajar con plantas madre generadas in 
vitro a partir de semilla, de las cuales se tomaron los segmentos nodales para realizar 
la posterior incubación con los diferentes tratamientos de reguladores de crecimiento 
propuestos, siguiendo lo logrado por Dhabai et al., (2010) en la especie Acacia nilotica,  
en la que utilizaron como fuente de explante plántulas madres obtenidas a partir de 
semillas geminadas in vitro. 
 
4.2 EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA A REGULADORES DE CRECIMIENTO 
VEGETAL  
 
En esta etapa del proceso se evaluaron cuatro tipos de reguladores de crecimiento, dos 
tipos de citoquininas (BAP, KIN) a diferentes concentraciones (0.10, 0.50 y 2.00 mg/L-1) 
y dos tipos de auxinas (ANA, AIA) a las siguientes concentraciones (0.10, 0.25, 0.50, 
1.00 y 2.00 mg/L-1) y la respectiva combinación de estas, se manejó un tratamiento 
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control consistente en utilizar el medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento. 
Los resultados que se obtuvieron en este proceso fueron los siguientes: 
 
Inicialmente el tratamiento de MS sin reguladores de crecimiento (control), generó 
brotación y generación de raíz, en un 13 y 10%  respectivamente (Tabla 5), 
especialmente fueron hechas estas observaciones en la región basal y apical de la 
planta madre. Estos resultados coinciden con lo afirmado por Jones en 1986, el cual 
observó esta misma respuesta en la especie A. melanoxylon. El enraizamiento 
presentado en el tratamiento control, también ha sido observado en la especie A. 
melanoxylon y se explica cómo enraizamiento espontáneo de explantes juveniles del 
género Acacia (Ortiz et al., 2007), sin embargo, estos resultados difieren con lo 
observado por Nanda et al., (2004), quienes no obtuvieron respuesta en ausencia de 
reguladores de crecimiento vegetal. En la tabla 5, se observa el porcentaje de 
respuesta encontrado para los diferentes tratamientos.  
 
Tabla 5. Porcentaje de respuesta de los diferentes reguladores de crecimiento vegetal.   
Tratamiento R.C.V. Concentración 
(mg/L) 
% 
Brotación  
% 
Enraizamiento 
1 BAP 0.10 23 0 
2   0.50 53 0 
3   2.00 50 0 
4 KIN 0.10 40 0 
5   0.50 30 0 
6   2.00 33 0 
7 ANA 0.10 50 7 
8   0.25 40 13 
9   0.50 27 17 
10   1.00 7 13 
11   2.00 20 0 
12 AIA 0.10 30 17 
13   0.25 20 10 
14   0.50 20 40 
15   1.00 20 23 
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16   2.00 27 13 
17 BAP+ANA 1.50:0.50 10 0 
18 BAP+AIA 1.50:0.50 70 0 
19 KIN+ANA 1.50:0.50 13 0 
20 KIN+AIA 1.50:0.50 17 3 
21 Control --------- 13 10 
 
4.2.1 Citoquininas. Al realizar el análisis de varianza para evaluar el efecto de los 
tratamientos con reguladores de crecimiento vegetal de tipo citoquinínico se encontró 
que existen diferencias significativas entre los tratamientos, para las variables número 
de brotes/explante, longitud y número de hojas/explante (Tabla 6).  
 
Se observó la elongación del meristemo axilar y formación de nuevos brotes en el 
medio BAP (0.50 mg/L-1), esto concuerda con lo reportado por Nanda et al., 2004; 
Mittal et al., 1989; Upreti & Dhar, 1996. Además se encontró que este tratamiento 
generó la mejor respuesta citoquinínica, en cuanto a la variable porcentaje de brotación 
(53%) (Tabla 6); para la variable número de brotes/explante, se obtuvo una media de 
2.70, encontrando que, en promedio, este tratamiento generó de 1-3 brotes por 
explante (Figura 15). Estos resultados coinciden con lo observado por Nanda et al., 
(2004), donde se encontró que BAP fue el regulador más efectivo promoviendo el 
crecimiento de meristemos axilares de la especie. Se observó la presencia de callo 
beige traslúcido de apariencia friable en la base del explante.  
  
Figura 15. Brotes obtenidos en tratamiento BAP 0.50 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
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El tratamiento BAP 0.10 mg/L-1 obtuvo una media de 2.57 para la variable número de 
brotes/explante, generó de 1-3 brotes, sin embargo, su porcentaje de brotación fue el 
segundo más bajo, después del tratamiento control. Los brotes generados en este 
tratamiento se caracterizaron por la presencia de callo en la base del explante de color 
beige transparente y verdoso (Figura 16). 
 
Figura 16. Brotes obtenidos en tratamiento BAP 0.10 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
Tabla 6. Efecto de las citoquininas en segmentos nodales de A. mangium después de 
45 días de cultivo in vitro. 
 
Regulador 
de 
crecimiento 
vegetal 
Concentración 
(mg/L)   
% Brotación  
N° de 
brotes/explante 
(*Media±ES) 
Longitud (cm) 
(*Media±ES) 
N° de 
hojas/explante 
(*Media±ES) 
BAP 
0.10 23 2.57±0.37 a 0.69±0.16 b 2.30±0.29 a,b 
0.50 53 2.70±0.25 a 0.59±0.11 b 2.26±0.35 a,b 
2.00 50 2.27±0.24 a,b 0.29±0.07 b 0.53±0.13 c 
KIN 
0.10 40 1.10±0.08 c 0.38±0.08 b 0.92±0.19 b,c 
0.50 30 1.22±0.15 b,c 0.51±0.14 b 0.67±0.33 c 
2.00 33 1.30±0.15 b,c 0.62±0.18 b 0.70±0.40 c 
MS   13 1.0±0.00 c 1.35±0.43 a 2.8±0.48 a 
ANOVA (p) 
  
0.000* 0.004* 0.000* 
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Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados 
Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo 
a la prueba de Tuckey. 
*Significancia a 0.05  
 
En el tratamiento BAP 2.00 mg/L-1 se obtuvo una media de 2.27 para la variable 
número de brotes por explante, con una producción promedio de 3 brotes por 
segmento cultivado, también se observó la presencia de callo en la base del explante 
de color beige y de consistencia friable. 
  
Nanda et al., (2004) observaron la producción del mayor número de brotes en 
explantes cultivados en medio suplementado con 1mg de BAP, 1 mg de AG3, y 0.05 mg 
de AIA luego de quince días de cultivo utilizando como fuente de explante segmentos 
de árboles de 10 años de edad.  
 
Figura 17. Respuesta generada en tratamiento BAP 2.00 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
Se encontró que el medio de cultivo adicionado con 2.0 mg/L-1 de BAP generó 
producción excesiva de callo o masa de células de tipo friable y de coloración beige 
crema (Figura 17). Por lo que se evidencia que en los tratamientos que contenían dosis 
de BAP altas se observa una excesiva formación de callo de tipo friable y traslúcido en 
la base y al lado del explante; esto concuerda con Ortiz et al., (2007) quien realizó las 
mismas observaciones y afirma que dicha formación callosa impide el crecimiento y 
desarrollo de los cultivos. Ortiz et al., (2007), también afirma que es perjudicial para la 
planta ya que genera dificultades en la conexión vascular de las raíces. 
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En los tratamientos suplementados con el regulador KIN fue observada como común 
denominador la clorosis en los explantes, caída de las hojas y tallos de apariencia débil 
con tendencia a la oxidación, estos resultados se evidencian en las figuras 18, 19 y 20, 
el número máximo de brotes generados en este tratamiento fue de un solo brote. 
 
Figura 18. Respuesta generada en tratamiento KIN 0.10 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor  
 
Figura 19. Respuesta generada en tratamiento KIN 0.5 mg/L-1. 
   
Fuente: Autor 
 
Figura 20. Respuesta generada en tratamiento KIN 2.0 mg/L-1. 
  
Fuente: Autor 
 
Estos resultados concuerdan con Nanda et al., (2004), quienes encontraron que la KIN 
sola o en combinación no mostró respuesta positiva en el crecimiento de nuevos 
brotes. A su vez, Jones & Smith (1988) evaluando altas concentraciones de BAP 
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encontraron una alta formación de brotes con clorosis y caída de las hojas con una 
pérdida importante de explantes. 
 
4.2.2 Auxinas. Los segmentos nodales fueron cultivados en medio MS suplementado 
con AIA, solos y en combinación, para inducción de raíz. La concentración óptima que 
mayor número de raíces generó fue AIA (0.50 mg/L-1) con un porcentaje de 
enraizamiento del 40% al mes de iniciado el cultivo (Tabla 7), esto concuerda con lo 
reportado por Nanda et al., (2004) quienes realizaron similares observaciones al cabo 
de 18 días tanto con AIA como con IBA a la misma concentración. 
 
Tabla 7. Efecto de las auxinas en enraizamiento de segmentos nodales de A. 
mangium. 
 
Regulador de 
crecimiento 
vegetal 
Concentración 
(mg/L)   
% Enraizamiento  
N° de 
raíces/explante 
(*Media±ES) 
Longitud (cm) 
(*Media±ES) 
ANA 
0.1 7 1.50±0.50 a 2.45±0.45 a,b 
0.25 13 2.25±0.63 a 1.15±0.51 a,b 
0.5 17 2.0±0.32 a 2.34±0.28 a,b 
1.0 13 1.0±0.00 b 0.28±0.08 b 
2.0 0 0 0 
AIA 
0.1 17 2.60±0.93 a 2.32±1.06 a,b 
0.25 10 1.00±0.00 b 1.00±0.10 a,b 
0.5 40 1.25±0.18 a,b 1.42±0.25 a,b 
1.0 23 1.00±0.00 b 0.59±0.41 a,b 
2.0 13 1.25±0.25 a 1.78±0.68 a,b 
MS   10  4.00±2.08 a 3.8±1.60 a 
ANOVA (p) 
  
0.024* 0.062* 
 
Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados 
Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo 
a la prueba de Tuckey. 
*Significancia a 0.05 
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Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para la variable número 
de raíces/explante. En la tabla 7 se observa que los porcentajes de enraizamiento son 
altos para los tratamientos con AIA. El mejor resultado en cuanto al porcentaje de 
generación de raíz, fue observado en el tratamiento con  AIA a una concentración de 
0.50 mg/L-1 con un valor del 40% (Figura 21). 
 
Figura 21. Raíces generadas en tratamiento 18 (AIA 0.50 mg/L-1). 
 
Fuente: Autor 
 
Los resultados encontrados para raíz coinciden con lo observado por Ortiz (2007) en A. 
melanoxylon y por Nanda et al., (2004) en A. mangium, quienes observaron resultados 
similares en el tratamiento con Ácido indol butírico (AIB) a la misma concentración 
(0.50 mg/L-1). 
 
Así mismo se observa que a una concentración media de la auxina (0.50 mg/L-1) el 
explante genera la raíz y está más vigoroso; por otra parte, es notable que 
concentraciones mínimas (0.10 mg/L-1) y máximas (2.00 mg/L-1) de auxinas generan la 
caída de las hojas y clorosis en los explantes (Figura 22-25). 
 
Figura 22. Caída de las hojas generada en tratamiento AIA 0.10 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
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Figura 23. Raíz y callo en la base del explante generados en tratamiento AIA 0.25 
mg/L-1).  
 
Fuente: Autor 
 
Figura 24. Caída de las hojas, clorosis y raíces generadas en tratamiento con AIA 2.00 
mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
Figura 25. Raíces generadas en tratamiento con AIA 1.00 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
De igual forma, en los tratamientos con ANA se observó la caída de las hojas en los 
explantes y una mínima presencia de callo friable. En el tratamiento ANA 0.10 mg/L-1 
se obtuvo un porcentaje del 7% en cuanto a producción de raíz y se observó la 
presencia mínima de callo friable beige en la base del explante (Figura 26). 
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Figura 26. Raíces generadas en tratamiento con ANA 0.10 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
En los tratamientos con ANA 0.25, 0.50 y 2.00 mg/L-1 se observó la constante caída de 
las hojas en los explantes y pérdida de los mismos (Figura 27-30), esto también fue 
observado por Ortiz (2007) y por Jones & Smith (1988) en ensayos realizados con A. 
mangium.  
 
Figura 27. Raíces generadas en tratamiento con ANA 0.25 mg/L-1. 
   
Fuente: Autor 
 
Figura 28. Caída de las hojas y raíces generadas en tratamiento con ANA 0.50 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
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Figura 29. Raíces generadas en tratamiento con ANA 1.00 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
Figura 30. Respuesta generada en tratamiento con ANA 2.00 mg/L-1. 
 
Fuente: Autor 
 
En altas concentraciones (1-2 mg/L) de AIA o ANA el porcentaje de enraizamiento se 
redujo y en este caso se observó en su lugar formación de callo en la base del 
explante. Esto coincide con observaciones hechas por Nanda et al., (2004) quienes 
registraron el mismo efecto en explantes de A. mangium. Los tratamientos que 
contenían ANA produjeron raíz en menor porcentaje comparado con el regulador AIA. 
Monteuuis & Bon (2000) reportan enraizamiento en condiciones de oscuridad en medio 
suplementado con AIA o AIB. 
 
4.2.3 Combinaciones citoquinina-auxina. Este estudio se realizó con el fin de 
determinar el sinergismo que pudiera influenciar en el potencial morfogenético de A. 
mangium, al probar diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal y 
sus combinaciones. Los segmentos nodales mostraron nueva formación de brotes por 
proliferación de brotes axilares, después de 45 días de cultivo. Se observaron 
diferencias significativas para las variables número de brotes y número de 
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hojas/explante. La proliferación de brotes axilares fue obtenida en medio MS 
suplementado con BAP+AIA (1.50:0.50 mg/L-1), a diferencia de lo obtenido por Dhabhai 
et al., (2010), quienes observaron en A. nilotica buena proliferación de brotes en medio 
suplementado con KIN (1mg) pero estas permanecieron indiferenciadas hasta por un 
mes. 
 
De todas las combinaciones evaluadas, la combinación BAP+AIA (1.50:0.50 mg/L1) fue 
el tratamiento más efectivo promoviendo la multiplicación de brotes (de 3-6 brotes por 
segmento nodal, cada brote tuvo de 3-4 nudos), esto concuerda con lo encontrado por 
Nanda et al., (2004), quienes obtuvieron similares resultados con la misma 
combinación a una concentración más baja de auxina (0.05 mg/L-1). Este tratamiento 
generó un mayor número de brotes, de aspecto vigoroso y con una coloración verde 
intensa en los explantes y obtuvo el mayor porcentaje de brotación (70%) generando 
de 3-6 brotes sin formación de raíz (Tabla 8).  
 
El tratamiento 18, (BAP+AIA, 1.50:0.50 mg/L1) fue la combinación más efectiva para la 
inducción de brotes y crecimiento en los mismos. A su vez este tratamiento generó 
brotes de apariencia más vigorosa y de una coloración verde intenso, en comparación 
con los demás tratamientos. 
 
Por otra parte, se evidenció la formación de callo color beige traslúcido y de 
consistencia friable en la base de los explantes incubados en medio de cultivo 
suplementado con BAP+AIA (1.50:0.50 mg/L-1), lo que concuerda con Ortiz et al., 2007, 
ya que en sus ensayos advierten la formación excesiva de callo a medida que 
aumentaba la concentración del regulador. El tratamiento 18 mostró un mayor número 
de brotes con formación de callo, esto concuerda con lo hallado por Dhar & Upreti 
(1999) quienes afirman que la interacción de dos citoquininas con baja concentración 
de auxinas mejora la multiplicación de los brotes.  
 
 66 
 
Tabla 8. Efecto de la combinación de citoquininas y auxinas en segmentos nodales 
juveniles de A. mangium. 
 
Regulador de 
crecimiento 
vegetal 
Concentración 
(mg/L)   
% Brotación  
N° de 
brotes/explante 
(*Media±ES) 
Longitud (cm) 
(*Media±ES) 
N° de 
hojas/explante 
(*Media±ES) 
BAP+ANA 1.50:0.50 10 1.00±0.00 b 0.23±0.03 1.67±0.33 b 
BAP+AIA 1.50:0.50 70 3.67±0.37 a 1.67±0.26 4.05±0.53 a 
KIN+ANA 1.50:0.50 13 1.00±0.00 b 1.88±0.96 0.50±0.29 b 
KIN+AIA 1.50:0.50 17 1.20±0.20 a,b 0.64±0.22 1.20±0.80 b 
MS   13 1.00±0.00 b 1.35±0.42 2.75±0.48 a,b 
ANOVA (p) 
  
0.000* 0.166* 0.009* 
Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados 
Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo 
a la prueba de Tuckey. 
*Significancia a 0.05. 
 
Figura 31. Brotes generados en medio de cultivo adicionado con BAP+AIA, 1.5:0.5 
mg/L-1. 
  
Fuente: Autor 
 
Los explantes establecidos en medio de inducción MS adicionado con BAP y AIA 
(1.50:0.50) respondieron al medio de inducción mostrando un porcentaje de brotación 
del 70%, con formación de hojas bipinnadas, según Brodribb & Hill (1993) citado por 
Ortiz et al., (2007) estas promueven y ayudan a maximizar el crecimiento durante la 
fase de plántula. En este tratamiento se logró establecer cultivos viables en un 70% de 
los clones seleccionados. 
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En la combinación BAP+ANA (1.50:0.50 mg/L) se presentó el menor porcentaje de 
brotación, con máximo un brote generado únicamente en el 10% de los explantes 
incubados. Por otra parte fue observada la presencia de callo friable de coloración 
beige traslúcido en la totalidad de los explantes (Figura 32).  
 
Las combinaciones BAP+ANA y KIN+ANA en proporción (1.50:0.50 mg/L-1) no 
mostraron respuesta positiva en cuanto al porcentaje de enraizamiento, en cambio se 
observó la generación de callo en la sección de corte, el callo fue amarillento; esto 
también ha sido reportado por Nanda et al., 2004; Montieus & Bon, 2000; Skolmen, 
1986; Upreti & Dhar, 1996 y Yadav et al., 1990, para especies maderables. 
 
Figura 32. Callo generado en segmentos nodales de A. mangium en medio 
suplementado con BAP+ANA (1.50:0.50 mg/L-1). 
 
Fuente: Autor 
 
Se observó la formación de callo blancuzco en el tratamiento KIN+ANA (1.50:0.50 
mg/L-1) dicha aglomeración de células fue observada especialmente en la base del 
explante (Figura 33). El porcentaje de brotación en este tratamiento fue del 13% con un 
promedio de un brote generado por explante.   
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Figura 33. Formación de callo blanco en segmentos nodales de A. mangium en medio 
suplementado con KIN+ANA (1.50:0.50 mg/L-1). 
 
Fuente: Autor 
 
En el tratamiento KIN+AIA (1.5:0.5 mg/L-1) el porcentaje de brotación fue del 17%, con 
presencia de un solo brote en los explantes que generaron respuesta, además fue 
observada la caída de las hojas y amarillamiento en los explantes que generaron brotes 
axilares. Se observó la presencia de raíz en uno de los explantes incubados y buena 
formación de hojas, aunque de coloración opaca y de apariencia clorótica (Figura 34). 
Es importante recalcar que la Kinetina (KIN) en combinación, mostró muy bajo 
porcentaje de brotación y enraizamiento. 
 
Figura 34. Caída de las hojas, clorosis y raíz generada en tratamiento KIN+AIA 
(1.50:0.50 mg/L-1). 
 
Fuente: Autor 
 
Comparando los mejores resultados obtenidos en los tratamientos que incluían 
combinaciones con otras investigaciones realizadas en especies del género Acacia se 
encontró que la tasa de multiplicación obtenida con el tratamiento BAP+AIA (1.50:0.50 
mg/L-1)  fue superior a la obtenida por Ortiz (2007) en árboles adultos de A. 
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melanoxylon y a la de Borges et al., 2004 en A. mearsnii en explantes juveniles e 
inferior a la obtenida por Nanda et al., (2004) en A. mangium. 
 
La constante formación de callo en los medios que combinaban citoquininas y auxinas 
es debido a que la inclusión de auxinas en un medio rico en citoquininas inhibe no sólo 
la multiplicación de los brotes sino que también produce la generación de callo 
compacto y abundante en la base del explante (Nanda et al., 2004).  
 
4.2.4 Multiplicación masiva. El cultivo se consideró establecido cuando los explantes 
alcanzaron la formación de nuevos brotes y hojas compuestas en los explantes. Las 
plántulas generadas por multiplicación clonal masiva, especialmente las generadas en 
MS suplementado con BAP+AIA (1.5:0.5 mg/L-1), fueron subcultivadas en medio de 
cultivo con AIA 0.5 mg/L-1 para inducir rizogénesis.  
 
Se encontró que  las plántulas al ser subcultivadas generaban de 2-3 raíces 
principales, con longitud promedio de 6,2 cm y de 2 a 8 raíces secundarias, en 
promedio. Con este protocolo se logró obtener plantas completas con raíz principal y 
secundarias, de aspecto vigoroso y presencia de hojas compuestas. Ortiz et al., (2007) 
afirman que las hojas compuestas bipinnadas maximizan el crecimiento de la especie 
en la etapa juvenil (Figura 35). 
 
Figura 35. Plantas completas generadas por multiplicación clonal masiva. 
 
Fuente: Autor 
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4.2.5 Fase de aclimatización o rusticación. Las plántulas generadas por multiplicación 
clonal masiva, especialmente las generadas en MS suplementado con BAP+AIA 
(1.5:0.5 mg/L-1), fueron subcultivadas en medio de cultivo con AIA 0.5 mg/L-1 para 
inducir rizogénesis. Luego de un mes de incubación fueron extraídas del medio de 
cultivo y a cada una se les  registró el número de raíz principal y secundarias y la 
longitud de la raíz. Una vez medidos estos parámetros las plántulas fueron 
aclimatizadas mediante el procedimiento mencionado en la metodología. 
 
Se obtuvo el mayor porcentaje de supervivencia (80%), en el tratamiento 2 
(suelo+turba-1:1), este porcentaje es similar al reportado por Ortiz et al., (2007) para A. 
melanoxylon quienes obtuvieron un 90% de sobrevivencia en sustrato compuesto por 
turba más perlita en relación 1:3, además difiere con lo reportado por Nanda et al., 
(2004) quienes registraron un menor porcentaje de sobrevivencia (52%) en sustrato 
compuesto por suelo más arena en relación 1:1. 
 
Tabla 9. Supervivencia de A. mangium en la fase de aclimatización. 
 
Tratamiento  Sustrato Relación % Supervivencia  
1 Suelo+Cascarilla de arroz 1:1 60 
2 Suelo+Turba 1:1 80 
3 Suelo+Arena 3:1 30 
 
El sustrato 1 (suelo+cascarilla de arroz) presento una contaminación fúngica que afecto 
la rusticación de las plántulas. Es probable que el menor porcentaje de sobrevivencia 
observado en el sustrato suelo+arena, sea ocasionado por una deshidratación del 
material a causa de la menor retención de agua del sustrato. 
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5. CONCLUSIONES  
 
 
 La semilla constituye el mejor explante para el establecimiento in vitro  de 
plantas madre de A. mangium. 
 
 El protocolo establecido para la fase de inducción, desinfección y 
establecimiento in vitro de Acacia mangium, utilizando el  explante semilla, 
consistió en una desinfección con hipoclorito de sodio a una concentración del 
3% durante quince minutos, previa  escarificación en agua a 100°C. 
 
 El cultivo de segmentos nodales tomados de plantas ex vitro no arrojó resultados 
favorables, sin embargo los segmentos nodales tomados de plantas generadas 
in vitro fue exitoso, utilizando el siguiente protocolo: medio MS suplementado 
con BAP + AIA (1.50:0.50 mg/L-1) y subcultivo en medio suplementado con AIA 
(0.50 mg/L-1)  
 
 Los resultados obtenidos en las variables evaluadas;  tasa de multiplicación, 
enraizamiento y aclimatización hacen viable esta metodología en la producción 
de plantas in vitro de material plus de alto valor biológico y comercial.  
 
 Este estudio plantea un protocolo exitoso de multiplicación clonal masiva de A. 
mangium el cual puede ser de ayuda para la propagación de otros árboles  
destinados a programas de reforestación.  
 
 En la fase de aclimatización el sustrato suelo más turba en relación (1:1) permitió 
establecer ex vitro las plantas de A. mangium generadas in vitro. 
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6. RECOMENDACIONES 
 
 
 Realizar la escarificación térmica a 100°C durante un minuto para ensayos de 
germinación in vitro de semillas de A. mangium. 
 
 En los casos en que se presente oxidación en el tejido, especialmente de 
segmentos nodales se recomienda agregar al medio de cultivo un agente 
antioxidante, ya sea carbón activado u otra sustancia antioxidante. 
 
 Realizar pruebas microbiológicas que permitan determinar específicamente los 
microorganismos que afectan el cultivo in vitro de esta especie, ya que dicho 
estudio constituye un trabajo de importancia en la agricultura. 
 
 Es conveniente realizar más ensayos de aclimatización de plantas de A. 
mangium obtenidas por cultivo in vitro evaluando diferentes sustratos a un mayor 
tiempo de evaluación. 
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Anexo A. Tabla de medidas descriptivas para cada uno de los tratamientos con 
citoquininas. 
 
 
*21: Tratamiento control (medio MS sin reguladores de crecimiento). 
 
Anexo B. Resultados del Análisis de varianza de un factor para los tratamientos con 
citoquininas. 
 
*Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados. 
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Anexo C. Tabla de medidas descriptivas para cada uno de los tratamientos con 
auxinas. 
 
 
*21: Tratamiento control (medio MS sin reguladores de crecimiento). 
 
Anexo D. Resultados del Análisis de varianza de un factor para los tratamientos con 
auxinas. 
 
 
*Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados. 
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Anexo E. Tabla de medidas descriptivas para cada uno de los tratamientos que 
combinan auxinas-citoquininas. 
 
 
*21: Tratamiento control (medio MS sin reguladores de crecimiento). 
 
Anexo F. Resultados del Análisis de varianza de un factor para los tratamientos que 
combinan auxinas-citoquininas. 
 
 
*Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados. 
 
